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穴居 狼 蛛 毒 的 某 些 组 分 对 培养 
的 人 肺 腺 况 细 胞 (SPC-A) 的 致 伤 作用 
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ERRART ARMM AE MR (Lycosa singoriensis) KF BMPR BH ICG Sephadex 
G-2BEE JE ET St GF PS SO os SE SE RA: CO SU ANE. 正常 
A SR A Er A ACR EE SPC-A, AN WO RGR IR. SH Je TAg 608% SPC- 
Aa MDR Z5ug/ml, ee fr M ae OOS L ME AO Pk ES 2 Ce Tope ta eee ee 
$00 和 5o0ng/ml, PRS HM AR MH MF 2oooug/ml, W RERI 0% AEM ECA MM, (2) 在 
AMOS PSMA, SE, VW ss ea SPC-A 细胞 的 活性 ， 沁 以 后 两 者 为 静 是 。 (3) 
ERECAN, R SPC-A: MAHRTAYER, BAST AEBS, BE 
性 不 变 。 呆 组 分 看 在 吉 温 后 该 活性 完全 下 类 。 
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细胞 毒性 因子 可 逻 择 地 杀伤 吉田 肉瘤 细胞 (Braganca，1967) ， 金 环 蛇 细胞 毒素 对 培养 
的 大 入 腺 痛 细 胞 其 有 明显 的 捉 制 生长 和 杀伤 作用 ( 徐 科 等 ，1986 b ) 。 此 外 ， 尚 有 人 发 
现 某 些 昆虫 体内 存在 抗 肿瘤 物质 ， 引 起 了 人 们 的 注意 。 如 itoh (1985) 报道 了 从 苍蝇 
体内 分 离 出 的 一 种 凝 柴 囊 能 有 效 地 杀伤 几 种 肉瘤 细 胞 。 

近年 来 ， 徐 科 等 (19862) 对 新 疆 产 穴居 闵 蛛 毒 进行 了 研究 ， 观 察 到 该 毒 可 选择 地 
阻 过 获 是 的 兴 兹 性 接头 传递 ， 从 而 提示 其 中 可 能 含有 阻 过 党 氨 柄 能 突 独 传递 的 神经 者 
素 。 另 方面 ， 徐 科 等 (1989) 又 从 穴居 少 虹 毒 中 初步 分 离 一 种 抑制 细菌 生 长 的 肪 。 本 式 
作 报 道 了 穴居 狼 诛 毒 和 它 的 某 些 组 分 对 培养 的 人 肺 腺 瘤 细 胞 株 的 选择 性 致 伤 作用 。 
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材 料 与 方法 


穴居 狼 蛛 粗 毒 ” 如 徐 科 等 〈1989) BERR. SEAPORT BEBE, UK UR F 
保存 。 实 驻 时 ， 取 一 年 数 景 的 干 娱 毒 囊 、 在 2 至 3 EPRI Re, b C2000 
rp 15 分 . 40>, HRI RG 再 向 沉淀 窗 中 加 和 SRK, SR. Bob. REW R 
FGD PIERR CD mol/L 酯 酸 调 至 b114.0》， 匀 浆 ， 离 心 ， 取 上 清 液 。 
SHEAR, (PR, AFR, MEAR, | 

REISER TSS HOCH TR, JA Sephadex G-25 柱 层 析 法 ， 将 粗 毒 分 成 8 个 
明显 的 蛋白 组 分 ( 徐 科 等 ，1989》。 

几 种 细胞 样品 的 制备 ” 《1》 人 肺 腺 癌 细 胞 株 (SPC-A) ，。 为 上 海 市 移 科 医 院 肿 
WS ABH SA 1982) 建立 的 。 将 该 株 从 液 气 中 取出 经 复苏 后 ， 用 含有 20 听 小 牛 
血清 的 RPMI-1640 配制 成 细胞 县 液 ， 接 种 在 面积 为 3 x 6 cm 的 小 培养 新 内 ， 进 行 静 置 
单 层 培养 (37 必 )， 每 三 天 传代 一 次 。 实 验 时 将 培养 的 贴 壁 细胞 用 售 0,25% 胰 酶 和 0.1% 
EDTA 的 消化 液 短 暂 处 理 ， 迅 即 以 培养 液 训 洗 一 次， 再 将 细胞 配 成 2 x 10° /ml 的 县 液 竺 
Ho 2》 正常 人 血液 淋巴 细胞 ， 取 正常 人 更 脉 血 4 ml， 以 肝素 抗 凝 ， 用 生理 盐水 稀释 
2 一 3 倍 备 用 。 取 约 aml 淋巴 细胞 分 离 液 (比重 1.007》 放 到 试管 中 , 再 取 等 量 前 述 经 稀 
释 的 全 血 轻 轻 地 加 到 淋巴 细胞 分 离 液 上 面 ， 注 意 使 两 者 之 间 有 明显 的 分 界 ， 然后 经 2000 - 
rpm 离心 15 分 钟 。 在 血清 与 淋巴 细胞 分 离 深 之 间 的 白色 薄 晨 即 为 淋巴 细胞 。 用 吸管 小 心 
地 将 该 薄野 吸出 ， 用 Hank's 液 冲洗 三 次 ， 计 细胞 数 , 配 成 2.0x 10s 细胞 数 /ml 的 浓度 。 
《3》 正 常人 红细胞 ， 取 正常 人 静脉 血 ， 柠 而 酸 钠 抗 凝 ， 用 0.85%NaCl 溶液 将 红细胞 
冲洗 3 一 4 次 ， 然 后 用 20m.M Tris 等 渗 盐 溶液 配 成 2 % (v/v) 红细胞 悬 液 。 (4 》 正 党 
大 有 古 的 肺 细胞 ， 购 自 上 海 第 二 医科 大 学 附属 新 华 医院 儿科 研究 所 。 实 验 时 将 贴 壁 培养 的 
细胞 用 消化 液 消 化 后 ， 配 成 2.0x 108 细 胞 数 Pml。 

TRS TR RE A ot ER a SE 儿 种 细胞 制备 的 检测 方法 相间 ， 均 在 
试管 中 进行 。 先 向 每 管 加 0.1 ml fy Sa ee, 青 将 等 体积 会 不 问 浓度 的 《用 0,85% 
NaCi 生 理 溶液 配制 》 毒 溶液 分 别 加 入 上 述 试 管 中 ， 每 种 浓度 的 毒 溶 渡 均 为 2 管 , 在 37 
水 浴 中 保温 30 分 钟 ， 用 1 % 合 酷 兰 染色 检查 细胞 死亡 率 ， 测 出 致死 50% 所 需 毒 液 浓度 。 

溶血 作用 的 检测 参照 Habermann 等 人 《1981》 的 方法 进行 ， 作 部 分 改进 。 取 2 吗 
红细胞 县 液 0.5ml， 加 0.5 邓 CaCl,16n1, 再 加 用 20m Af Tris 等 渗 湾 液 配制 的 不 同 浓度 
的 毒液 ， 使 总 体积 为 1 ml, 使 红细胞 最 终 浓度 为 1 %， 在 37 保温 30 分 钟 ， 然 后 离心 
(4000rpm，5 分 钟 ) ， 取 上 清 液 在 Acs 测 其 OD 值 。 以 蒸馏 术 代替 等 滩 Tris 溶液 的 样 
品 的 OD 值 作 为 100% 溶 血 的 参照 ， 淹 定 引起 50% 溶 连 的 毒液 浓度 。 空白 对 照 为 不 加 毒液 
者 。 

粗 毒 及 其 有 效 组 分 的 热 稳定 此 实验 ” 先 将 粗 毒 或 其 有 效 组 分 的 溶液 在 100 条 件 下 


加 热 36 分 钟 ， 再 按 上 述 方法 测试 它们 对 SPC-A ,细胞 的 毒性 。 
结 果 与 . 讨 it 


一 、 粗 毒 对 几 种 细胞 致 伤 毒性 的 比较 ”测试 了 不 同 浓度 的 短 毒 溶液 对 人 肺 腺 瘤 细 
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了 胞 株 (SPC-A) 细胞 、 ARTS RPK EER AS EEE, ERE, K 
HE AF HD APD BR RE (a) Aa TK, 杀 死 人 肺 腺 癌 细 胞 50% 的 毒液 浓度 为 25hg 
/mi, 但 即使 用 250 一 300kg/ml 的 毒液 杀 死 人 胚 肺 细 胞 、 淋 巴 细胞 和 红细胞 等 正常 细胞 仅 
在 10—20% 之 间 ， 若 把 毒液 浓度 增 到 100hgyml， 则 可 杀 死 前 者 的 90%， 但 对 后 三 者 ， 
特别 是 对 红细胞 ， 即 使 把 毒液 浓度 增加 到 2000hgyzAmj， 杀 死 率 也 只 在 40 听 (图 1 )。 

从 图 1 可见， 穴居 狼 蛛 粗 毒 对 人 肺 腺 况 细 胞 有 明显 的 选择 性 致 伤 作用 。 
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=. BRERAHARRRAMD REA CORR BES Sephadex G-25 柱 层 
析 被 分 为 8 个 较为 明显 的 蛋白 峰 《 图 2)》 。 
S| 穴居 狐 蛛 毒 各 组 分 杀伤 人 
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毒 力 测试 结果 表明 ， 蜂 和 下、 VAWR ARE C1). 

如 表 亡 示 ， 烽 和 下 的 活性 较 弱 ， 当 蛋白 量 为 100ug/ml nt, BH ARTS 细胞 数 为 
55%， 人 得 相同 该 度 的 峰 站 和 峰 硬 的 杀伤 率 为 90 以 上 。 

三 、 粗 惠及 其 活性 组 分 的 热 稳定 性 ”经 过 100 乞 保温 30 分 钟 后 ， 粗 毒 的 杀伤 人 肺 腺 
TAREE RT TRE, WEN AAS SE, (UR TER GE 2) o 
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由 于 峰 有 和 峰 看 具有 较 好 的 热 稳定 表 2 REWER SHE 
性 ， 所 以 在 两 组 分 所 含 的 抗 况 细胞 活性 物 前 后 的 的 活性 比较 * 


MME AAAS, (AM EER, RUER Cooma SPC-A MEIER OO) 
又 缺乏 热 稳 定 炸 ， 所 以 其 中 所 含 的 应 是 另 -一 -一 — . 








一 类 物质 。 租 毒 经 热处理 后 的 轻微 的 活性 © OAN OAR 
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峰 具 有 抗菌 活性 。 由 此 看 来 ， 抗 菌 物质 与 抗 癌 细 胞 物质 即使 不 是 同一 物质 ， 也 应 有 密切 
关系 。 我 们 曾 试图 对 两 个 活性 峰 作 进一步 分 离 纯化 ， 但 出 于 拓 毒 量 所 限 及 其 它 一 些 技术 
上 的 原因 ， 尚 未 能 建立 可 行 的 纯化 方法 。 

时 蛛 的 毒液 是 它 在 进化 中 获得 的 攻防 武器 和 兼 有 消化 功能 的 消化 液 。 在 这 种 意义 上 
师 是 毒 和 蛇毒 是 相似 和 的。 它们 是 一 类 链 长 为 60 余 个 氨基酸 残 基 的 多 肘 。 出 于 它们 对 细胞 
的 普遍 性 作用 而 被 称 为 细胞 毒素 。 Wi 
不 是 同一 类 物质 。 

七 十 年 代 以 来 ， 昆 出 免疫 研究 有 了 迅速 发 展 。 当 昆 出 受到 稳 交 性 草 激 时 ， 顶 在 体内 
eA HP SE, RES RE ASA SEE IR, Itoh 等 (1985) 报道 的 一 种 凝集 素 
Gsarcophaga fectin) 具有 抗 况 细 胞 作用 ， 但 凝集 素 为 精 蛋 白 ， 上 共有 特殊 的 作用 方式 ， 
与 本 文 所 报道 的 穴居 狼 蛛 毒 抗 癌 细 胞 物质 应 是 不 同 的 。 至 于 抗 获 肤 ， 一 般 链 长 约 为 36 一 
37 个 氨基 酸 残 基 的 强 碱 性 肘 ， 也 上 共有 热 稳定 性 ， 避 它们 是 昆虫 体 受 到 效 害 福 刺 激 时 被 动 
Pee. “ERY A GL HT GE ER OE SE”. SRR Pe oh, mE 
RAST. ESRI MTA, DURAN CER, 19899 HO 
的 关系 值得 研究 。 

本 工作 曼 是 初步 的 ， 但 穴居 狼 昧 毒 对 培养 的 人 肺 腺 况 细 胞 和 正常 人 上 胚 肺 细胞 的 致 份 
作用 之 间 所 呈现 的 显著 差异 提示 ， 在 该 毒 中 可 能 存在 一 种 新 型 的 活性 物质 。 
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CYTOPATHIC ACTION OF SPIDER(L ycosa singoriensis) 
VENOM AND ITS FRACTIONS ON THE CULTURED 
HUMAN LUNG ADENOCARCINOMA CELL (SPC-A; ) 
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The spider crude venom{SV} was extracted from lyophilized poison glands 
of Lycosa singoriensis and was fractionated by means of chromatography on 
Sephadex G-25 into 8 fractions, It was shown that the minima! dosa of SV 
to kill 50% (MDs) of the cultured human lung adenocarcinoma cells (SPC- 
ÅA) was 25 ug/ml, whereas tven 600 ug/ml of SV killed only 30% of the 
culiured human embryonic lung cells, Human lymphocytes were nearly as 
resistant as the embryonic lung cells and MD,, of SV on human erythrocytes 
was more than 4000 ug/ml, The cytopathic activity on the adenocarcinoma 
cells was found in fractions [, and W. Moreover, the cytopathic activity 
of fraction W and YW was found to be heat resistant (100C, 30 min}, but 
that of fraction | was disappeared after the heat treatment, 

Key words, Lycosa singoriensis, Spider venom, Cultured human lung 


adenocarcinome cell 


